







































 我々を取り巻く環境中に は紫外線をはじめとする種々の変異原性物質が存在 し, また, 遺伝子
 複製時に も誤りが伴うなど, 遺伝子の恒常性 は常に脅かされている。 このような状況下で生物が
 生命を維持 していくために, 遺伝子に生じた損傷を直ち に修復す るDNA修 復機構 は重要な役割
 を果た している。 このよう に生命維持の本質に も関わるDNA修復機構を解明することはそれ自
 体研究対象として興味深いものであるが, さらに, 近年がんの本質が遺伝子 レベルでの何等かの
 変化であることが明 らかにされて以来, 発がんと突然変異, 発がんとDNA修復との関係が注目さ
 れるところとなった。 実際 ヒト遺伝病の中には色素性乾皮症 (XP) をはじめとしてがんを頻
 発するものがいくっか知られており, これらの患者由来 の細胞で はDNA修復機構に何等かの異
 常があることが明 らかになっている。 哺乳類細胞におけるDNA修復機構の解明は, 大腸菌や酵
 母に比較 して遅れているが, その主原因 は研究材料たるDNA修復欠損変異株の数が少ないこと
 にあり, 有用 な変異株 の分離 は大変重要な課題であると考え られる。
 本研究では抗がん剤の一種である1一 (4-amino-2-methyユー5-pyrimidill y1 )methyl-3一 (2-chloro-
 ethyl)一3-nitrosourea (ACNU) に対する感受性を指標と して, チャイニー ズハ ムスター卵巣
 (CHO) 由来の細胞株CHO-9株からDNA修復欠損株を分離 し, その性質を細胞生物学 レベル
 で解析することを目的とした。 ACNUはDNAをクロロエチル化 し, それに引き続き, DNA鎖間
 架橋をすると考え られており, これらの損傷はおのおの異なる修復系によっ て修復される と推定
 されている。 従ってACNU感受性を変異株分離の指標とすることによって, 異なる修復系に欠損
 を持つ変異株を同時に分離できると期待 した。
 変異株の分離には, ポリエステルシートを用 いた レプリカ法を応用 した。 約8000個のコロニー
 をスクリーニングし, 8株のACNU感受性株を得た。 次に, それら8株の交差感受性を紫外線に
 ついて調べたところ, 親株よりやや感受性の1株 (CNU1) と, 感受性の7株 (UVS1～7) と
 2っの グルー プに分かれた。 後者に関 しては, これらの変異株の欠損が同一遺伝子によるものか
 否かを調べるため に相補性テス トを行い, すべて同一の相補性群 に属することが明 らかになった。
 そこで, 紫外線感受性株の中か らUVS1株を代表として選び, CNU1株と共にさ らに検討を加え
 た。 まず, 両株について他のDNA損傷物質に対する交差感受性を調べた結果, 1) 両株とも,
 MNU, ENU, EMS等monofunctionalなアルキ ル化剤, あるいはX線に対 しては正常な感受性を
 示すこと, 2) UVS1株は, MMC, Cis-PL (II ), CCNUに対 して交差感受性を示すこと,
 3) CNU1株は, 調べた限りでは, CCNUに対 してのみ交差感受性を示すことが明 らかとなった。
 以上の結果を基にUVS1株, CNU1株おのおのについてさ らに検討を加えた。
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 UVS1株については, 上述 した交差感受性の性質が, 過去に分離された除去修復欠損株の示す
 性質とよく似ていることから, 除去修復欠損株であると思われた。 この点を明確にするために,
 除去修復能の有無を判定するのに一般的に用いられる不定期DNA合成 (UDS) の測定を, 対照
 として43-3B株を用いて行った。 その結果, 除去修復能をほぼ完全に欠損 している43-3B株
 同様, ほとんどUDSが検出されなかったことから, UVS1株は除去修復欠損株であると結論 した。
 現在, CHOの紫外線感受性株に関 しては, 1か ら瓢までの相補1陸群が確立さ れているので, UVS
 1株とそれらの6っの相補性群に属する細胞株との聞で相補性テストを行った。 その結果, UVS
 1株は, 1からVIまでのどの株とも異なる新 しいタイ プの紫外線感受性株であることが明 らかに
 なった。 現在, 除去修復に関与するヒ ト遺伝子をクローニングするには, CHOの紫外線感受性株
 にヒトゲノ ムDNAを取り込ませ, 紫外線抵抗性になった細胞からヒ トDNAを取り出す方法が用
 いられている。 その意味で, UVS 1株はヒト除去修復遺伝子をクローニングするための有用な材
 料になる こ とが期 寺される。
 一方, CNU1株については, その交差感受性の性質から遺伝的変異を決定することはできなかっ
 たので, 考え られるいくっかの点に関 して検討を加えてみた。 その結果, CNU1株の変異は劣性
 であり, また, 第一に考えられる薬剤の取り込み, 排出には異常がないことが明 らかになった。
 従って, CNU1株は, ACNU、 CCNUに共通するDNA損傷の性質から考え て', エチレン型DNA
 鎖間架橋 の修復に問題があ る変異株であると推定された。 ヒト遺伝病の一種であるファ ンコ ニー
 貧血症 (FA) 患者由来の細胞は, DNA鎖間架橋を引きおこす物質に対して感受性を示すことが
 知られており, CNU 1株がFAのモデルにな る可能性も考え られる。
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 審査結果の要旨
 損傷DNAの修復は, 生命及 び種の恒常性を維持するために不可欠の機構であり, およそ総ての
 生物 はそ の能力 を備えている。 微生物ではこ の機構のかなりの部分が分子の レベルで解明さ れっ
 っあるが, 哺乳動物ではその研究 は極めて立おく れており, その最大の原因は修復欠損変異株が
 得難い事にある。 この学位請求 に係る研究 は, 培養系哺乳動物細胞であるチャイ ニーズハムスター
 卵巣 (CHO) 細胞からDNA修復欠損変異株を分離 し, その性質のいくつかを解析する事により,
 それが従来報告さ れていた ものと異なる2種の新 しい変異株である事を証明 している。
 本研究では修復欠損細胞を分離するために, ACNU感受性を指標としている。 DNAをアルキ
 ル化するだけでなく鎖間 に架橋作用 を持つ ACNUを用 いた事は, 新 しい変異株を分離するための
 新しい工夫である。
 変異株細胞UVS1はmonoadductを作るアルキ ル化剤, X線には正常な感受性を示 し, 架橋剤
 及び紫外線に高感受性であって, 紫外線による不定期DNA合成を行なわない典型的な除去修復
 欠損変異株であった。 またこの細胞株は従来知られている1からVIまでの6群の紫外線感受性相
 補性群 のすべて と相補 し, 新しい相補性群と同定された。
 第二の変異株CNU1は親株CHO9と殆 ど変わ らない紫外線感受性を示すほか, 架橋剤の中で
 もメチレン架橋を行なうACNUとCCNUのみに感受性であり, cis-Pt, ナイ トロジェ ンマスター
 ドに対 して は親株 に較べてむ しろ弱いながらも耐性 を示 した。 この変異株 は紫外線による不定期
 DNA合成においても中等度の活性を示 し, 少なくとも除去修復の初発反応である切断能をもつ
 ことが示され, エチレン架橋剤のみに高感受性である可能性がある。 この薬剤感受性がいわゆる
 多剤耐性によるものでな い事を確かめたの は周到な考慮である。
 DNA除去修復の機構を明らかにするためには, 未だ長い道程がある。 この研究によって2種
 類の新しい修復欠損変異細胞株が得られ, その細胞学的解析が行なわれた事はその分子生物学的
 研究 に新しい材料 を提供する ものであ る。 また制癌剤であ るCNU一系薬剤 の作用 機構解明の為
 にも役立つものである。 以上によりこの研究 は学位授与 に値するものと考え る。
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